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VEG Fフ ァ ミ リ ー 遺 伝子 群 の 構造 と発 現
- VE G FrB, V E G F-C, PIG Fを コ
ー ドする ウ シ cD N Aの 分離 と血管内皮細胞,
周皮細胞におけるVE GFフ ァ ミリ ー 遺伝子群発現の 定量 的解析 -
金沢大学医学部医学科生 化学第二 講座 (主任 : 山本 博教授)
劉 暁 旭
血管内皮増殖因子 GTa SCular e ndothelialgr o w血fa ctor, V E G F) フ ァ ミ
1) 一 に属す る新 し い メ ン バ ー , V E G F B, V E G F-C･
胎盤成長因子 bla c e nta growth fa cto r, PIG F) の 微小血管細胞で の 発現と そ の 制御を明ら か に す る目的で , ウ シ心臓由来 cD N A
ラ イ ブ ラリ ー より各因子を コ ー ドす る cD N A を分離 して構造決定 を行 な っ た 後, 決定 した 塩基配列 に基づ きウ シ網膜微小血管
周皮細月包と ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞で の V E G Fフ ァ ミ リ
ー の 発現 を定量解析 した ･ ウ シ VE GFJB cD N A は21 ア ミノ酸 の シ グ
ナ ル 配列を含む188個 の ア ミ ノ 酸か ら なる タ ン パ クを コ ー ドし , ヒ ト配列 と ヌ ク レオ チ ドで9 3･7 %, ア ミ ノ 酸で 93･6 %の 相同
性を有 し て い た . また , オ ル タ ナ テ ィ ブス プ ライ シ ン グに より 生 じた と 考えら れ る 186 ア ミノ 酸か ら なる成熟蛋白 を コ
ー ドす
る バ 1) アン トが分離 さ れ た . ウ シ V E G FICの cD N A は20ア ミ ノ酸 の シ グナ ル 配 列を含 む420個 の ア ミ ノ 酸 か ら なる タ ン
パ ク を
コ ー ド し, ヒ ト配列と 比較 して ヌ ク レオ チ ドで は8 6･9 %, ア ミ ノ 酸で は88･1 %の 相 同性を有 し て い た ･ ウ シ PIGF cD N A は20
ア ミ ノ酸 の シ グナ ル 配列 を含む149個 の ア ミ ノ 酸 か ら なる タ ン パ ク を コ
ー ド し, ヒ ト配列 と ヌ ク レオ チ ドで は 74･9 %, ア ミ ノ
酸で は75.2 %の 相同性を有 して い た. 正 常酸素濃度また は低酸素状態で培養 した ウ シ網膜微小血管周皮細胞 と ヒ ト皮膚微小血
管内皮細胞 か ら ポ 1) A十R N Aを分乾 し, 逆転写 (r evers etr a n s c riptio n, R T)-P C R法 に よりV E G Fフ ァ ミ
1) - の 発現を検討 した
結果, 両細胞で V E G F と とも にV E G F-B, V E G F-C, PIGFす べ て の m R N A が検出 さ れ た ･ 競 合P C R法 に より内皮細胞 に存在す
る VEGF フ ァ ミ リ ー の m R N A は, お お よ そ VEG F が 7.5× 1 0
5 コ ピ ー 在 gポ リ A
+ R N A
,
PI G F が 9･5 × 107 コ ピ ー 〃1g ポ リ A
+
R N A と算定 さ れ た . V E G FIB とV E G FIC は定量 の 範囲以 下 で そ れ ぞ れ 3･8 ×10
4
コ ピ ー お よ び 4× 10
2
コ ピ ー /FLg ポ
l) A
+
R N A 以
下と推定 され た . 同様に周皮細胞で は , V E G F, V E G F-B, V E G FIC, PIG Fm R N A がFLg ポリ A
'
R N Aあ たり そ れ ぞ れ お お よ そ




1.2× 107コ ピ ー , 2.4 × 10
4
コ ピ ー と 算定 さ れ た ･ 以 上 の 結果 よ り, 微小 血 管細胞自身が
v E G Fの み な らず V E G Fフ ァ ミ リ ー の 他 の 因子を発現 して い る こ と, なか で も内皮細胞 で は PIG F, 周 皮細胞で は V E G F
-C が
v E GF より多量 に存在 して い る こ とが 明ら か と なり, こ れ ら 因子もV E G F と とも に オ
ー トク リ ンま た は パ ラ ク リ ン に血 管細胞
自身 に作用 し血管の 恒常性維持や血管新生 に 関与 して い る可能性が考え られ た ･
Key w o rds vas cular endothelial gr o wth facto rfa mily, micro v as cular e ndothelialc els, pericyte s,
hypo xia, CD N Aclo ning
血 管新生 は既存 の 毛細血管か ら新 しい 血管の ネ ッ ト ワ ー ク が
増生さ れる現象で l- 2), 個体 の 発生 ･ 成長や 生 殖, 創傷 治癒 が進
行する 上 で必須 である . また , が ん の 増殖 ･ 転移や 糖尿病性細
小血管症, リ ウ マ チ 性関節炎な どの 進行 ･ 増悪 は血管新生 に 依
存す る こと か ら, 血管新生 の しく み お よ び そ の 制御機構を明 ら
か にす る こ とは , これ ら疾病の 発症 ･ 進展 の 過程を理解 し, そ
の 予防 ･ 治療 法を解明す る上 で 重要 と考えら れ る .
実際 の 血 管新生 の 場 であ る微小血管 は血 管内皮細胞と血管周
皮細胞 か ら構成 さ れ て おり, これ ら二 種の 細胞間の 相互 作用 が
血管新生や血管機能 の 制御 に重要 と考え られ る
3)4)
. 血 管新生 を
誘導す る最も主要 な要因 は組織 の 局所的な低酸素状態で ある
が, 金沢大学医学部生化学第二教室で は先 に , 細小血 管 を構成
する細胞 の 培養系, すな わち ヒ ト臍帯静脈内皮細胞と ウ シ網膜
微小 血管周皮細胞, を用 い て低酸素状態 で の 各 々 の 細胞の 動態
を解析 した 結果, 低酸素状態 で内皮細胞 お よ び 周皮細胞で 血管
内皮増殖因子 hTa S Cular e ndothelialgr o wth fa ctor, V E G F)
5)を コ
ー ドする 遺伝子 の 発現 が誘導さ れ る こ と , そ し て 産生 さ れ た分
泌型V E G F が オー トク リ ン また は パ ラ ク リ ン 的 に作用 し て , 内
皮細胞 の 増殖を促進す る こ と を発見 した 6). ま た 最近, ヒ ト成
人皮膚微小血管内皮細胞の 培養を用 い て , 低酸 素状態が微小血
管内皮細胞 で もそ の 増殖 と管腔形成 を促進 し, こ れ が や はり
血 管細胞自身が産生 す る V E G Fを介 して い る こ と を 明 ら か に
平成9年11月26日受付, 平成9年12月22日受理
A bbreviatio n s:bp,basepairs;FltTl 血s-1iketyr osin ekin as e-1;Flt-4, 血 s
-1iketyro sin ekin ase-4;kbp, kilobasepairs;
K dr, kin a s ein s ertdom ain co ntaining r e ceptortyr o sin ekin as e;PI G F, Pla ce nta gr o wth factor;R T
qP C R, r e V e rS e
tr an s criptio n-POlym er as e chain re a ctio n;V E G F, V a S C ular e ndothelialgrow 也 factor;V E G F
- B, V a S C ular e ndothelial
gr o wth factor
LB;V E G F■C, V a S C ular e ndothelialgro w也fa ctor
-C
V E G Fフ ァ ミリ ー 遺伝子群 の 構造と発現
し た
7 卜f})
. さ ら に , 周皮細胞 の 低酸素状態で の 増殖促進 が , 低




ごく 最近 , V EG Fと 相同性を有す る複数 の 因子 , す な わ ち




, 胎盤成長因子 (pla c e nta gr o wth fa cto r,
PI GF)1:う}が 分離 さ れ, V E G F は複数 の メ ン バ ー か ら な る遺伝子フ
ァ ミリ ー を構成 して い る こ とが 明ら か と な っ て きた . V E G F-B
の 特異受容体は い ま だ 見出さ れ て い な い が , V E G F-C はfm s様
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ー4 (fm s-1ike tyr o sin ekin a s e-4, Fltr4)〔別名
V E G F受容体-3 叩 G Fre c eptor-3, V E G FR-3)〕 お よ び キ ナ ー ゼ
イ ン サ ー ト ド メ イ ン 含有 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ← ゼ (kin a s e
in s e rt do m ain c o ntaining r e c epto rtyr o sin ekin a s e, K dr)
ⅣE GF R-2) と , PIG FはFlt-1(VE G F R-1) と 相互作用す る こ とが
示さ れ て い る14). こ れ ら V E G Fフ ァ ミ リ ー に 属す る新 しい メ ン
バ ー の 生 理機能 は い ま だ 明確で は な い が , こ れ ら の 受容体 はい
ずれ も血 管細胞 で発現 して い る7ト 1t】)こ と か ら, 血 管 の 恒常性維
持や 血 管新生 と の 関わり が考え られ る . 本研究 で は, 血 管細胞
自身で の こ れ ら V E G Fフ ァ ミリ ー の 発現 とそ の 制御を明 らか に
する こ と を目的 と し て , まずウ シの V E G F-B, V E G F-C, PIG F
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を コ ー ドす る cD N Aを分離 して 初 め て そ れ ら の 構造 を決定 し
た. さ ら に, ウ シ網 膜微小血管周皮細胞と ヒ ト皮膚微小血管内
皮細胞 にお け るⅥ三G Fフ ァ ミリ ー の 各因子の m R N Aの 存在とそ
の 量比 を明 らか にする と 共に低酸素 に対する各遺伝子の 応答性
を解析 し た.
材料 お よび 方法
Ⅰ . 材 料
ウ シ心臓由来 cD N A ラ イ ブ ラ リー は, Uni-Z A PIIベ クタ ー に
平均鎖長約1 キロ 塩基対(kiloba s epairs, k bp) の ウ シ心臓由来
CD N Aが挿入 され た もの で, Str atage n e社 (h Jolla, 米国) か ら
購 入 し た . ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞 は ク ラ ボ ウ社 (寝屋 川)
より恵与さ れ た . ウ シ網膜周皮細胞 は網膜微′ト血 管か ら既述の
方法
:l)4)で分離 し培養化し た.
Ⅰ . ラ イ ブラ リ ー ス ク リ ー ニ ング用プロ ー ブの 調製
ヒ トお よ び マ ウ ス V E G FYB, V E G F-C, PI G Fの ホ モ ロ ジ
ー 解
析に より両生物種間で保存度の 高い 領域 を選定 し, 当該ア ミ ノ
酸配列 に対応す る ヒ ト cD N Aの ヌ ク レ オ チ ド配列 に基 づ い て
P C R用プ ラ イ マ ー を設計 し た. VE GF-B 用の 5,お よ び3,プ ライ
Tablel. Nu ele otide sequ e n c es oftheprim ers u sed in R T- P C Randprobe sfo rdete ctio n or P C Rpr odu cts
m R N A 5
'
prl m er 3
-
prlm er Pr obe
Hu m a nV E G F
BcIVin eV E G F
Hu m a nV E G F- B
Bo vi11 eV E〔iF- B
Hu m a nV E G Fq C
Bo vin eV E G F- C
Hu m a nPIG F





- G G C C T C C G A A A C C A T G A A C m C T G C T-3
'
S;I m e aS abo v e
5
'








- G G T C C T T C C A C C A T G C A C T T G G C- 3r
5
'
- G A A C A A G G C T TA T G C A G G C A A A G-31
5
l












-CCT C T G C CG G C TCACCG C- 3
1
Sa m e as abo v e
5
■
-C T T G G C A A C G G A G G A A G C TG-3'
5
■-G A T G G C A G C C TT G G A G A G A C-3'
5一-G C A T G C A TT G A G T C TT T C T C CAC C-3'
5
l




- C A C T G A A T TC C T G A G G G T C C T G-3
■
5
1-C T C T T C C G A G G G A C T G G T T A C-3'
5
■
-T T G A A G G T A G T T T C G T G G A T-3l
5
'
- G G T G A A G T TCA T G G A T GCA T TCAG C G C A G-3
1
5'-C A CAC A C T CCAGA C T T TC G T C A T T A C A G C A G-3r




- C A C T G A G T C TG A A A A G C A G T TT G T CA C C T T C G- 3
.
5







■-G T G G C AT G C A T T G A G T C T T T CT C C A C T C A T T A T･3'
5
r
- C T G A G A G A A C G T C A G CT C C A C G T A G G A-3
'
5
'-T C C A C A A A G A A G G G C T G G T C C A G A G A-3'
5●-T G A G GCA C T C T T C C A G C C T T-3'
Table 2■ Nucleotide s eque n c es ofthe prlm erS uS ed Lbr c onstr uction ofthe te mplates for c o mpetitorR N As
m R N A 5' prlm er
Hu m a nV EGF 5
'
-G G C C TCC G A A A CCA T G A A C T T T C T G C T A GA G TA CC T G A T G A G A T C G AGT A C-3
l
(n u cleotides2 4 4-2 6 9)
BovineV E G F 5●-G G C C T C C G A A A C C A T G A A C T T T C TG CT A GAGT ACCCAGA T G A G A T T G A G T T C-3
l
(n u cle otides7 3 0-7 5 5)
Hu m a nV E G F-B 5
l
-G C C A A AC G C TG GT G C C C A G C AA T CT C A T G A TC CG G T A C C-3
r
(nucle otides30ト3 2)
Bo vin e V E G F-B 5
一
-CA C A G C C A G T G T G A A T G C AG C C A G C T T C C TC G T G T C A AGGL3
■
(n uele otides587-607)
Hu m a nV E G F-C 5
'
-G G T CCTT C C ACC A TGC A C T T G A G A T C TG GA G G A G C A G T TACGG-3
.
(nucle otides513-534)
Bo vin eV EGF-C 5
●
-GA A CAAGGCT T A TG CAG GC A A AGGA A A GA GGC T G GCA A C A T AG-3
'
(n ucle otides37 8-39 8)
Hu m a nPI G F 5
一
-AC CA T GCAGC TC CTA AAG ATC CA AGG T GC GGCG A T GC T GTTC-3
一
(n ucle otides74l-7 6 0)
Bo vin ePI G F 5
'
- GT GC C CT TC C A G CAA GTGTG GGCTG CTG CAGTGA TGA GAG -3
.
(n ucle otides561-5 80)
Underlin ed sequ e n cesindic atethe n u cle otide sequ en c es oftheprl m erS uS edinthe c o mpetitiv ePCR, Which ar ethesa me
Sequ en CeSaSthose us ed inthe R T-PC R.
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マ ー は そ れ ぞ れ ヒ トcD NA
ll)の 塩基番号93-11 7 と4 09-42 6 に対応
す る . 同様 に , V E G F-C はヒ ト cD N A
1 2)の 塩 基番号9 68-987 と
1588-1609 に, PIG F はヒ トcD N A
lニi)の 塩 基番号443-462, 63 1-6 52
にそ れ ぞ れ対応する . ウ シ心臓 か ら ク イ ッ クプ レ ッ プ m R N A精
製 キ ッ ト (P har m a cia, Up ps ala, ス ウ ェ ー デ ン) を用 い て 分離
し たポ リ A
･
R N A を鋳型と して各プ ライ マ ー セ ッ トを用 い た ⅣⅠ㌧
P C R を行い , 増 幅D N A断片を pC R2.1ベ ク タ
ー (In vitr oge n,
Sa nDiego, 米 国)に ク ロ ー ン 化 した . 得られ た組み 換え プ ラス
ミ ドを分離 し て 塩基配列を決定 し た結果, V E G FLB, V E G トC,
PIG F プ ライマ ー で増 幅さ れ た D N A断片 は対応す る ヒ ト cDN A
領域と そ れ ぞれ91.8 %, 88 %, 86.8 %の 相同性 を示 した こ とか
ら, ウ シ V E G FLB, V E G F-C, PI G FcD N Aの 部分配列 と判定 さ
れ た. 各プ ラ ス ミ ドを大量精製後制限酵素消化 し, ベ クタ ー か
ら切り出された挿入 cD NA配列 を低融点ア ガ ロ ー ス 電気泳動で
分離 して プ ロ ー ブ標品と した .
肌 cDNA クロ ー ニ ン グ
ウ シ心臓由来 フ ァ ー ジ cD N A ラ イ ブ ラ1) - (計10
6個の フ ァ ー
A
1 20 0 400 600 800100 01107
B
C G G G C CG C GCC AT GGGGCT C TGG CT G C C GCCGCCC C C G C G C C G C C C G GT AG C G A T
G C G G G C G C C C CC GGG C G CGGCC C C C G C G G G C A C C A T G A G C C C C CTG C T C C G C C G C T T G C
凹 S 王
】










TGCTC GCGTGC TCTGC AG CTGGCC C C GC CC AG GCC CG TCTCCC且GCCTG AT G C C 180
._】 叫 P V S く〕 p D A p
29
CTGGTCAC CAGA A G A A Å G T GGTGT C A TGG A T AGAC G TGT A TGC T CGTGC C A C C T G C C A G C 2 40
G II O X E V V S W I D V Y 且 R A でC Q p 49
C G CGG A G G ワ G G ℡ G G ワGCC C C ℡ GA AC 且 ℡GG ÅG C℡C A ℡G GGC 且C T G℡G G C C A ÅGC A AC℡GG 30 0
R E V V Vp も N 班 E IJ 班 G で V A Ⅸ Q 工J V 6 9
T GCC C AGCTGC GT GAC AG T GCAG CGCTGTG GCG GCTG C TGC CC T GAC G ÅTG GC C TG GA G T 360
P S C V T V Q R C G G C C P D DG L E C 89
GC GT GCCCA C TGGGCAGCACC姐 GT CCGA AT G C A G ATC T C ATG A TCCA G TAC C C姐 GC A 420
V P ℡ G Q Ⅱ Q V R t4 Q 工 1 凹 工 Q Y p S S lO9
G T C A G C T GGGÅ GAGA TGT CC CTG G A AGA A C A C AGC C A G T G T G A A T GC G A C C 且 姐 A A A A C 4 8 0
Q IJ G E; 凹 S 工一 E E E S Q C l≡ C___墨 p+】く.ぷ__旦 12 9
G AGÅG AG T G C T G T G A A GC C ACA G CC C 且G G C C C C T C T G C CCA C G C T GC C C C A G C GC 5 40
E S A V R p D S I〉 R p 工｡ C ‡■ R C 王) 0.R R 1 49
GC CAG CG C C T GACC CCCG G ACC TGC CACTGC CGCTG C C G ACGC CG CAGC TCCTC C G T T 60 0
Q J Lp D p R ℡ C H C J L C … S F L R C 16 9
G℡C 且丸G GGC GG GCでm GA GC℡CA ACCCAGÅC 且CC ℡GC AGGでG CCG GAA GCワGCGÅA Gワ 6 60
Q G R G I- E ム N p D ℡ C J L C.R Ⅸ 1 ｣え R_
★ 188
G A C ÅA A C TG CT T T TCA GA CT C 且GTGGGGCC CC T AGC CTCACAGCCC℡CCC CCC A G A G A G G7 20
G CA G G A G GC A GCC TGG T G AGA ACCGTC C AG T C G C C A A G A CCTCAGCCTG G G C AGA A GCT 780
C CTCC GG GACCTG GG CCT CTGGAGGGCCT T C AGCTGC CC ℡T GT CTCTC CAAGG CTGC 840
C且TCC AACAC GTGGA CA GA TT GGA TGAG GAGAC CAA GAG GGGTC ACAT C CA且CCTGG 900
A AG且 G姐 ℡GGGG℡C C C GAC ℡CA G A ℡℡℡ m C A C C で℡ G ℡A C A A G ℡ G ACAでC でAA C AGC ℡ 960
GG CT CCTCTG 仰 望CACT GAGA AG ACCCM CC TC℡AC A A A ÅAワ GTGGGA GTT GG GC lO20
T TCAG CGCAGG A AC TGTGAACCCC ÅGTCCT鱒＼TAAAGA GA T G AGG 姐CTGTC A BLA A l OBO
1 107
ジ プ ラ ー ク) を ナ イ ロ ン 膜 に 転写後 , 上 述 の ウ シ V E G ト B,
V E G F-C, PI G FcD N A断片を プ ロ ー ブ と し て ス ク リ ー ニ ン グを
行 っ た 15). そ の 結 果, V EG F-B プ ロ ー ブ で は 28個 , V EG F-C プ
ロ ー ブ で は 22個 , PIGF プロ ー ブ で は13佃の 候補を得 た . 同様
の プ ラ ー ク ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に より プ ラ ー ク 精製を 行 っ
た 後, ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ ExAs sistと大腸菌S O L Rを用 い た 菌体
内環状化 シ ス テ ム に よ り各cD N Aの 全長をも つ プ ラ ス ミ ドク ロ
ー ン を得た .
Ⅳ . D N A塩基配列の決定
精製 プ ラ ス ミ ドD N A を鋳型 と して モ デ ル 373 D N A シー ケ ン
サ ー (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 , Fo ste rCity, 米国) を用い て cD N A
の ヌ ク レ オ チ ド配列を決定 し た . セ ン ス 鎖 , ア ン チ セ ン ス 鎖両




D N A伸長範囲が必ず 山 部 重複す る よう に した (図1 A, 3A, 4A
参照).
Ⅴ . 血 管細胞の低酸素培養
ヒ ト微小血管内皮細胞, ウ シ網膜周皮細胞の 培養 フ ラ ス コ を
C
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Fig. 1. Is olatio n a nd cha ra cte riz atio n ofthe cD N Ae n c oding
bovin eV E G F-B. (朗Sequ e n cingstr ateg ybr cD N Ae n coding
bovin eV E G F-B 167. (B)Nu cle otide and dedu c ed a min o a cid
s equ e n c e s ofthe bo vin eV E G F- B 167cD N A. Nu cleotide
re sidu e s ar e n u mbe red in the 5
'
to3
'direction ,begin ning with
the nrst5
'
residu eofthelo nge stcD N A. Am in o acidre sidu e s
a r e n u mbe r ed b▲egin ning with the initiato r m ethio nin e･
Seque n c e ofthe putated sign alpeptide a nd polyade nylatio n
signal-1ike s equ e n c e a r e u nde rlin ed. Ba sic a min o a cid
clu ste rs a nd sequ e n c e similarto hypo xia
-indu cible protein
binding s equ e n c e5
'
-(U/C)(C/U)C C C U-3
'
a r edo uble-
u nded ined, The n u cle otide sequ e n c ehasbe e n s ubmittedto
the D D BJ, E M B La nd Ge n eBa nk with n u cle otide s equ en c e
ac c es sio n n u mbe rA B OO4 273. (C)Align m e nt ofthe amin o
a cidsequ e n c e s of bo vin e, m O u Se a nd hu m a nV E GF-B 167･
Am in o a cidr e sidu e s a re n u mbe red begin ning withthe fir st
re sidu e ofpr edicted m atu r epr otein . Sequ e n c e s ofthe
putated sign alpeptide sar e u ndedin ed. Ide ntityof the a mino
a cids equ e n c e swith the bo vin e s equ e n c eisindic ated by
a sterisks. Cystein re sidu e s c o n s e rv ed a m o ng the thr ee
Spe Ciesa reindicated bytriangle s.
V E G Fフ ァ ミリ ー 遺伝子群 の 構造と発現
大気 コ ン トロ ー ル 培養チ ェ ン バ ー (Be1c o, Vin ela nd, 米国)内
に置き , 02(5 %, 2.5 %また ほ0 %) と C O2(5 %) と N2 (90 %,
92.5 % ま た は95 %) の 混合 ガス (日本酸素, 東京) を10 L/ 分の
淀量で 5分間注 人, 密閉 し た後, 37 ℃ で 24時間培養 した . チ ェ




~Ⅵ . 逆転写(r e v e rs etr a n $ Cripdo n. 肝r)-P C R法
通常酸素濃度(20 % 02)ま た は低酸素膿度下 で2 4時間培養 し
た ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞, ウ シ網膜周皮細胞 か ら ク イ ッ ク
プ レ ッ プ ミク ロ mR N A精製キ ッ ト (P harmacia) を用い て ポ 1) A
+
R N Aを分離 し , 表1 に示す特異 プ ラ イ マ b を月抽 ､て R T PC Rを
行 っ た . こ れ ら プ ラ イ マ } は オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グバ
リ ア ン ト を 同時 に検出で きる . Ⅳ｢ P C R後, 生成物 を2 %ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 電気泳動で分離 し , Hybo ndq N
十
ナ イ ロ ン 膜 (ア マ シ
･21 十1
些≧t SerPr o L e u L e u kc rA rcrL 色 u L e uL色 u A la Va lL eu L e u G lriLe uÅ 1阜 P r⊂〉A la G ln A la P r o V a l
且T G A Q C C C C C T G C T C C G C C G C ℡T G C T G C T C G C C G T G C T C C T G C A G C T G G C C C C C G C C CA G G C C C C C G T C
G C A G C T G G C C C C C G C C CA G G C C C C C G T C
G ln 舶 r o 且1a Gln A la p r o V al
S e rGln P r o A spAla p r o GlyE土日Gln ly 弧y8 V alV alS e r叫 エ1e 且 SpV alでyr Ala A rす且1a ワhr
ワC C C 且 G C C ℡ G 且℡ G C C C 亡 ℡G G ℡C A C C 且 G 且A G 且 姐 G でG G で m ℡G G 且℡且G ÅC G ℡ G で且 m C G ワG C C 且 C C
℡C C C A G C C ℡ G A ℡ G C C C ⊂ ℡ m C C ÅG A A G 且 00m ワG G A ℡A G Å C G ℡ G でA でG C ℡C G ℡G C C A C C
S 邑r Gln Pr o且 8 pAla F ro G ly王止 βGln エyきエーyヨV alv alS e r ℡rp工1e 且 畠 pVa l ℡yr 且1a 且ご9且1a ワk
Cys G ln p ro Å r 9 G ln Va l Va l Va l p r o 工一e u A ∃n 出e t Gl 瓜 e u 朗e t Glyで br V a lÅ 1a lyB G l n l e u V a l
T G C C A G C C G C G G G A G G T G G T G G T G C C C C T G A A C A T G G A G C T C A T G G G C 且 C T G ℡ G G C C A A G C A A C T G G T G
T G C C A G C C G C G G G A G G T G G T G G T G C C C C T G 且Å C A T G G A G C T C A T G G G C A C T G T G G C C A A G C A A C T G G T
Cy8 Gln p ご0 且 r9Glu v alva lV a l f
,
ro L e q Å9 nMe 七 G lu Le u劇 e t G ly
℡ br V a l Å1 a ly畠Gln ムe u V a l
旦r o S e こ Cys V alワbr V alGln A rgCy 白 GlyG lyCy s Cys pr ⊂〉且 SpA ヨ pG lyコelユG l u Cys V alp r o ワbr
C C C A G C T G C G T G ACA GT G C A G C G C T GT G G C G G C T G C T G C C C T G A C G A T G G C C T G G A G T G C G T G C C C 且 C T
CCC AGC ℡G C G m ÅCA G m G C G C ℡G ℡ G G C G G C ℡G C 睨 C C ℡G 且 C G 且℡G G ⊂⊂ワG G 且G m G ℡G C C C A C ℡
P r o S e rCyB V alワhr V alGlnA r 拘 日G lヱGly⊂ys Cy8 p rO 且 5pÅ spGlyL e n GllユCy s Va lpr o℡b r
G lyG ln HisIG ln V a l Ar g出e t G ln I le Le uH e tIle G lnTy rPr oSe rS e rG ln Le uG lyG lu M e t S e r
m m C C ÅA G ℡C C G A A ℡G C A G A ワC C m ワ G A ワC CÅ G ℡A C C C A A G C Å G ワ m G C ℡G G G 良G ÅG Å ワG ℡C C
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G lyGln Ei 5 Gln ValAr gMe t G ln = le Le uMe t = l e G l n Ty r Pr oSe r S e r Gln Le u GIYG l uZ4 e t S e r
L e u G l u Glu Eiき S e r Gln CY∈～G l u CY草基三見Pr o L v 5 L vs Ar q G lu Se r且 Ia Va lI} y$ P ro A 8… - " - -
C でG G A A G 且A C A 亡A G C C m ワG C A G A C C A 且且A 且且 A C G 且 G A G 且G ウG 00 G A A G C C且 G A- - - 一 一 - -
C TGG 郁 A A CA C A G C C A G T G T G A A T G C A G A C C 且 九九邑且 A 且C G A G A G A G T G C T G T G A A G C C A G A C A G G G C T
L e u Glu Glu Ei5 S e r Gln cy5 Glu CY≦喧 星旦P r( ⊃Ly5 L YS Ar q G lu Se rAla V alLys P r o A gpA rgÅ1 a
T C C A C T C C C C A C C A C C G T C C C C A G C C C C G C T C T G T T C C G G G C T G G GA C C C T G C C C C T G G A G C A C C C T C C
Se r℡br p ro E⊥8 日土星 且r9p r O Gln p r o 且r9Se r Va l pr oG lア ワrp且 5p王,r o Ala p r o G ly且 1a Pr oSe r
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旦 rc 瓜1a As pェ 1e でbr 王1 8 Pr o℡b r王
】
ro 且1a p r o G lyp r oSe rA la Hユ白Å1a Ala pr oSe r Å1a Ala Se r
王 立p rO A $PP r o A rgT hr CY 弓 Hi s CYS 基夏旦 C y 8 抑 5 e rP he L e u A rgCY S G ln GIYAr gG IYI･
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邑u G lu l e u且さ n 王,r o A spで b r Cys墨互 且C y5 År 坤 L e u A 上申 ★ ★ ★ 1 6 7
TA GA G C T C A A C C C A G A C A C C T G C Å G G T G C C G G A A G C T G C G 且A G G T G A C A A A C T G‥ . … ‥ PO ly (A)
TA G A G C T C A A C C C Å GA C A C C T G C A G G T G C C G G Å且 G C T G C G A A G G T G A C A A A C T G… … ‥ PO IY(A)
Fig. 2. Align m e nt ofthe n u cle otide a nd dedu c ed a min o a cid
S equ e nce sofbo vine V E G F-B167cD N A(uppertw olin e s)a nd
a splic e va ria nt, VE G F-B 1 86cD N A(lo w e rtw olin e s).




dir e ctio n,




residue ofthe V E G F-B 167cD N A.
Am in o a cidre sidu e s a re n u mbe red begin ningwiththeinitiato r
m ethio nin e a nd e xpre s s ed a sthre e-1ette r c ode s, beca u se th is
helps u nde rsta ndthe splic e site a nd the fr a m e shift m o re
de cisiv ely. Sequ e n c e s oftheputated sign alpeptides and ba sic
a min o a cidclu ste rs ar e u nderlin ed. Da shed lin eindic ate sthe
r egio n which w a s alte rn ativ ely splic ed o utin V E G F,
B 167m RN A. T he n u cle otide s equ e n c e of bo vin eV E G F-B 186
ha sbe e n submittedto the D D BJ, E M B La nd Ge n eBank with
n u cle otide s equen c eac c e ssio n n u mbe rA B OO4 274.
617
ヤ ム , BtlCking ha m shire, 英 国) に プ ロ ッ ト後, 5,末端こ一2P一 株織
特輿 プ ロ ー ブ (表1) を用い てサ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を
行 っ た . 定量 はBA Sl OO O Ma c(富士 写真 フ イ ル ム , 浜松) を用
い て行 っ た . まず各因子の R T P C R法 に よ る増幅条件 の 決定の
た め , 鋳 型R N A量 と増幅サ イ ク ル 数を変え て反応を行い R T-
P C Rの 定量域を決定 した . そ の 結果, ヒ トVE G トB は鋳型ポ リ
A
+
R N A 20ng, サ イ ク)L/数3 5回 ; ヒ トVE G F- C は鋳 型 ポ 1) A+
R N A 2 0ng , サ イ ク ル 数2 5回 ; ヒ ト PI G F は鋳型 ポ リ A◆
R N A20ng, サ イ ク ル 数25回 と決定 した . 同様 に ウ シ VE GF-B
に は鋳 型ポ リ A+R N A 20ng, サ イ ク)L/数30回 ; ウ シ V E G F-C に
は鋳型 ポリ A+RN AlOng, サ イク ル 数2 5回; ウ シ PIG F には鋳型
ポ リ A
'
R N A 20ng, サ イ ク ル 数2 5回と 決定 した . ヒ トV E G F,
ウ シ V E G F お よ びP- アク チ ン m R NA検出 に は No m u r aら
6)の 条
件 に し たが っ て 行 っ た .
Ⅶ . 競合R T-P C R
血管細胞 に存在す るV E G Fフ ァ ミリ ー の m R N A分子種 の 量
比を快走する た め , 競合R T-P C R
16施 行 っ た . 競 合用標準RNA
は , 上 述の K トP C R用各3'プ ライ マ ー と 衷2 に示し た融合5,プ ラ
イ マ ー を用 い て 増幅 し た D N A をpC R2.1ベ ク タ ー に組 み込 ん で
作製 し た鋳型よ り , T7 R N A ポ リメ ラ ー ゼ (Pr o m ega, M adis on,
米国) を 用い た試験管内転写反応 に よ り 調饗 し た . こ う し て 作
製 し た 競合用標準 R N A と内在性 mR N A より増幅 され る D N A鎖
長は 以 下 の と おり で ある. ヒ トV E G F で はmR N A由来が602と
470塩基対O] aS ePairs, bp), 競合用標準R N A由来が 297bp で あ
る
. 同様 に , ヒ トV E G F-B で はm R N A由来が42 0 と 319bp, 競
合用標準R N A由来が 234bp; ヒ トV E G F- C で はmR N A由来が
4 09bp, 競 合用標準 R N A由来が 257bp; ヒ トPIG F で はm R N A
由来 が 38 4 と 321 bp, 競合 用標準 R N A由来 が 23 0bpで あ る .
ウ シ V E G F で はm R N A由来が 599 と46 7bp, 競 合)‡j 標準R N A
由来が 29 7bp ; ウ シ V E G F- B で はm R N Ar･1来が 496 と 395 bp,
競合用標準 R N A由来が 280bp ; ウ シV E G FTC で は m R N A由来
が 3 4 8bp, 競合 朋標準R N ALh 来が 2 58 bp ; ウ シ PI G F で は
m R N A山東が 410と 347 bp, 競 針Il 標準R N A由来が 215 bpで
あ る
.
通常 酸素膿度 下 で 培養 し た 内皮細胞と周皮酬胞か ら 分離 し
た ポ 1) A
◆
R N A に兢合JTJ標準 R N Aを稚 々 の 量 比で 添加し , R T-
P C R川3'プラ イ マ ー を川 い て rT 血 D N A ポ リメ ラ ー ゼ(パ ー キ ン
エ ル マ ー 杜) に よ り 65 ℃ で逆転写 を行 っ た後 P C R反応を行 っ
た . 虐q勿をア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動後, サ イ バ ー ブリ ー ン (宝
酒造, 大津)で染色 し内在惟 mR N A お よ び競 斜旧票唯 R N A か ら
増幅 さ れ た D N A を EpiLighトⅢ(ア イ シ ン コ ス モ ス 祉, 豊日l) に
て 検出 ･ 定量し た . サ イ バ ー ブリ ー ン で 検=で きな い 試料 に つ
い て は, ナ イ ロ ン 膜 に転写後, =iコP･ 標識 オり ゴ ヌ ク レ オ チ ドを
プ ロ ー ブ と して ハ イ プり ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 い B AS lOOO Ma cに
て 桧山 ･ 定量 した . 内在性 m R N A お よ び競合川標準 R N A から
増幅 さ れ た D N A が等量となる点が , 内在性 m R N A お よ び競合
用標準R N Aを等量含む試料である .
成 績
Ⅰ . ウシ V E G F→ B の分離 と構造
P C R増幅 cD NA断片を プ ロ ー ブ と して ウ シ心臓 cD N A ライ ブ
ラ リ ー をス クリ ー ニ ン グ した 結果, VE G F-Bの 仝翻訳枠をカ バ
ー す る cD N A クロ ー ン を得た . 図1 B に最長の cD N A配列と推
定 され た ア ミ ノ 酸配列を示す. ウ シ V E G F-B cD N A は ポ リ A を
618
除くと107 5ヌ ク レ オ チ ドか ら なり, 188個の ア ミ ノ 酸か ら な る
タ ン パ ク を コ ー ドし, ヒ トV E G F-B cD N Aと ヌ ク レ オチ ド配列
で 93.7 %, ア ミ ノ 酸配列で93.6 %の 相 同性 を有 して い た . ウ シ
VE G F･B は , ア ミ ノ 末端側 に シ グ ナ ル 配列と 推定さ れ る21ア ミ
ノ 酸の 配列を有 して お り, 分泌性 タ ン パ クを コ ー ドす ると 考え
ら れた . 成熟タ ン パ ク は167個の ア ミ ノ 酸か ら な る と推定 さ れ,
ア ミ ノ 酸配列か ら算定さ れ た 分子量 は21,305 であ っ た . ウ シ と
ヒ トV E G トB 16 7 ほ, 16佃の シス テ イ ン 残基が 完全 に保存 され
て い た (図1 C). ウ シV E G F B 1 67 は, C末端領域 に へ パ 1) ン 結
合領域 と考えら れ る塩基性 ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー を4 ケ所 (ア
ミ ノ 酸残基番号125-129, 148-151, 1 60-164, 184-188) 有し て い
た (園1 B). V E G FLB mR N Aの 3
,
非翻訳城 に は, mR N Aの 安定性
に関与する と さ れ る配列【5
,




の 配列 は認め られ なか っ たが , 最近テ ロ シ ン水 酸化酵素 m R N A
で 同定さ れ た , 低酸素 に より誘導さ れ る mR N A結合因子 の 結合
A
1 500 1000 1500 1777
魚fI 脅fI
C G G A C C C G C T G C C G C C G C C C C G G C TC C G C G G G G T C C C G G G C G G C C C T C G G G G AC A G G G C C
G A G C C G C GA G G C ÅG C C ワC G C C G G GG C G C C C G G C C C C C G C G C CC G℡G GCC C G G C C Å C C Å℡ G
些
C A C T TG CT GGG C T T C TG C T C T G T G G C G T G T T C T C T G C T G G C C G C T GC G C T G C T C C C C G G
畔 G
C C G C G C C G G G C G C C C G C C G C C G C C G C C G C C G C C T T C G A G TCGG GA CT G G G C T T C T C G G A C
p R R A II A A Å A A A f
■ E S G 工】 G F S D
A C GG A G C CG G AC(;CG G G C G A G A 且 CA ÅG G C ℡℡且T G C 且G G C 員A A G 且Å且ワ G G A G G A G C A G C ℡ G
℡ E p
′
ロ Å G E Ⅳ R Å Y A G E E 班 E EQ エ
C G G ℡C 且G でG ℡C C 且G ℡ G ℡G G A ℡G 九 且C ℡C 且℡G A C でG ℡G C でC で且C C C ℡ GA Å でA ワでG G A 且Å且で G
R S V S S V D E l 班 ℡ V I Y 王I E Y W R H
T A C A a G℡ G ℡C 且G T ℡A 且G G 且A 且G G 且 G G C T G G C 姐 C A で且 G ℡A C A G 且且 CÅG G C でÅA C ÅC C A 且 C
Y I( C Q 工. R E G G W Q tI S で E Q A N ℡ Ⅳ
且℡A A G G且 C 且G G A G ÅG A C ℡C ℡A A A 且 m ℡G C ℡G C 且G CA C A ででA m ℡A C A G ÅG 且で C でで且A G 且
= R ℡ G E ℡ 1 R F Å A Å H Y N ℡ E エ L R
且G ワA ℡ ℡G Å m T GA G ℡G G A G A 且且 G ÅC T C A Å℡G C Å℡ G C C ÅC G G G 且GG℡G でG T 且っ且 G 九っG でG
S エ D N E W R X ℡Q C 皿 P R 】ヨ V C = D V
G G G 且 ÅG G ÅG m で GGÅ G CAG C 姐 CA 姐 m CC℡℡C ℡ T ワA 且ÅC C つコCC 且 ℡G ℡G ℡G でC C G ワC m C
G X E E G A 且 ℡ p で F F E p p C V S V Y
A G 且ワ G ℡G G G G G C ℡G C ℡G C A 且 C A G C G A G G G G C A Å C且 G でG C A でG A A C 且C C A GC A A G
一
Ⅰで A C
R C G G C C 固 S E GQ Q C 路 = S ℡ S Y
C ℡ CA G C 姐 G A C G ℡℡G ℡℡でG A 姐 ℡℡A C 且G ウ
ー
G C C℡ C でC ℡C ℡C 九 GGC C C C A 且ÅC C Å G で且且C Å
も S R ℡ ム F E ェ ℡ V P I S Q G p X P V ?
A で C且 G でで℡ワG C C AA ℡C 且C A C C ℡C C ワG C C G 且℡ G CA ℡G T C ℡ 姐 G C ℡G G A T G で m C ÅG ÅC A 且
ェ S E 且 N 甘 ℡ S C R C 比 S R 工｣ D V Y R Q
G ℡ C CA ℡でC 且A ℡ m ℡ワA G A C G C T C C C ℡G C C 且G CÅ G C 且C ℡A C C Å C且 G でGC C A G G C ℡G C 且A A C
V H S エ ェ R R S エ p 且 且 L ℡O C Q A A Il_ÅÅ GACTTG C C C C G C A G A T T A C A T T T G G 肌 A A C C A C G T C T G C A GA V G C C T G G C T C A G C A T
E ℡ C 王〉 A I〉 Y エ W N ¶ H V C R C 工一 且 Q 王
G A m T ÅT m C C C C A G T G C T G G 入G A T G A C T C T G e A G A C G GA T T C C 且T G A ⊂A T C T G T
D F = F S P S A G l〕 D S A D GF E D = C
G G G C C C 且且C 且且 G G 且G C ℡G GÅ ワG 凰ÅG A G 且 C C℡ G ℡C 且且℡G G ℡C ℡G C 且且ÅG G G G G A C ℡でC 且 G
G p N R E LD E E で C Q C V C E G G エー Q
G C ℡℡ C C A G C ℡G ℡ G G ÅC C C C ÅC 且凰G G 且A C m G A C A G A G ÅC ℡ CA ℡G ⊂C A G ℡G でG ℡C ワG ワ1且且 且
Å S S C G p n R E 工一 D R I) 5 CQ C V C X
A A C且 A A C で℡℡で C C C C A G C ℡C A ℡G ℡G G G GCCA A C 且G 且GA Å℡℡℡ GA℡G 且A ÅA C A C A ℡G C C A G
町 Ⅹ L F p S S C G 且 H E E F D 王: N ワ CQ
℡G C A ワ 且でG ℡A A 且 A 且且且C C でG C C C ÅA G A A Å℡ C ÅG C C C ワ℡且且且 C C C ℡G G 九九A 且℡ G ℡G C Cで G で
C ェ C X E ℡ C I, R y Q p エ 甘 p G E C A C
G A A ℡ G m C 且G A 且且 且℡C C Å C ÅG 且A 九ワG C ℡でC ℡n 軋A 且ÅG G 且且 A G A A G ℡℡でC 且 G C且 ℡C A 姐 C 且
E C で 苫 N p Q E C 好 も R G E R ℡O B Q ℡
℡G C A G ℡ G ℡℡且C A G 且C G A C C 且℡G ワ且 皿 C G A G ℡C且A CÅ℡℡GワGÅÅC A G G G A C ℡ ℡℡C 且
C S C Y R R P C℡ Ⅳ R V X H C E Q G エ▲ S
℡℡℡且G ℡G 且A G A A G ℡且℡G ℡ C G C ℡G ℡G ℡ C C C ℡℡C A ℡且 m G G 鼠 姐 A G 且C C A C A ℡G ワG A A C でA A
F S 耳 E V C R C V p S Y W R R p H V N★
G A ℡℡G ℡A ℡C ℡℡℡ ℡C m G 叩 C G ℡C 見で でG ℡でC ℡ m C A ℡GG G A A A C C 且℡G C℡ G C CA℡Gで でA G Å
ÅC ℡A ℡ G且且 C A C 且 GÅ G 且C ℡ で℡G G GÅ C C G G G ℡ 姐 C 且 姐 GA C A A A 且G ℡C 且G ℡℡℡C C ℡ G A 且C C
ÅC C ℡G GA G 姐 T G ℡℡A C 且6 A A A ℡G G 且 C ℡G G 且G C ℡C 且℡ C でG C 且且ÅÅG 且C C ℡ C m G A C
でG G ワ℡ 叩 C ウ7G C C 姐 ワG A C CÅ A 姐 ¢C ℡ G A G G ℡℡ m C ℡ C m G ℡G A ℡℡G ℡ m ℡ ℡A A A 姐 G A A
m ℡G 且 C ℡ 皿 ℡ A Å m ¶ ℡C C 且 C ℡A 丸久 姐 ℃ m G mC℡G C Å℡ワ C A m℡Å ℡A G C 且 良
性 ÅC 員Å C ℡G G ℡且A ÅG C ℡C A C ℡G ℡G 且ワ CÅ A ℡Å℡ m m ℡ÅワC 且℡G C 且Å姐 ℡A ℡G ℡ ℡ m A A A












































































































































































'-(U/C) (C/U)C C C U-3'】1g)と 一 致 する 配列が 1ケ 所 (塩基
番号971-976)存在 し た(図1 B).
また , ウ シ心臓 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー より分離 し塩基配列を決
定 し た全4個 の うち1 クロ ー ン は, 図1 B に示 し た配列 の 塩基番
号502 と503の 間 に101bp の 挿入 配列を有 して い た . こ の 結 果,
こ の cD N A は同 山 の 開始 コ ド ン か ら は じま る と 仮定す る と ,
207個 ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質を コ ー ド し成熟型 の 黄白質
は186ア ミ ノ 酸 か ら な る と 推定 さ れ た ( 図2). 本 cD N A は, ヒ
トV E G F-B 186 と し て報告 さ れ た 配列 袖 に 相当す る と 考え ら れ
た . V E G トB 186 は C端領域 の 塩基性ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー は1
ケ 所 の み (図2)であ っ た .
Ⅰ . ウ シ VEG F-C の分離 と構造
ウ シ V E G F-C cD N A は ポ1) Aを 除き17 60ヌ ク レ オチ ドか らな
り 420個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ クを コ ー ド して い た (図
3 B). ウ シ cD N A にコ ー ドさ れ る ア ミ ノ 酸数 は ヒ トV E G F-C よ
C
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Fig. 3. Is olatio n a nd char a cteriz atio n ofthe cD N Ae n c oding
bo vin eV E G F-C. (朗Sequ e n cing str ateg yfo r cD N Ae n c oding
bo vin eV E G F- C. (B) Nu cle otide a nd dedu c ed a min o acid
Sequ e n C e S Ofthebo vin eV E G FLC cD N A. Nu cle otide r esidu es




dire ctio n,begin ning withtheBrst
5
'
r e sidu e ofthe lo nge st cD N A. Amino a cidre sidue s ar e
n u mberedbegin ning withtheinitiato r m ethio nin e. Sequ en c e
ofthe putated sign al peptide a nd polyade nylatio n sign al
Sequ e n C e a re u nde rlin ed. Po s sible N
-glyc o sylatio n sequ e n c es
a nd s equ e n c e s simila rto 5
'
← U U A U U U A(/)(U/A)-3
'
a re
do uble- u nde rlin ed. T he n u cle otide s equ e n c eha sbee n
submittedto the D D BJ,E M B La nd Ge n eBank with n u cle otide
S equ e n Ce a C C e SSio n n u mberA B OO4275. (C)Align m e nt ofthe
a min o a cids equ e n c e s of bvin e and hu m a nV E G F-C. Am in o
a cidre sidu e s a re n u mbe red begin ning wi th the 丘rstr e sidu e of
pr edicted m atu r epr otein . Sequ e n c e s ofthe putated sign al
peptide s ar e u nde rlin ed. Ide ntity of the amino acid s equ e n ce
with the bo vin e sequen c eisindic ated by a ste risks. Da sh
indic ate sgapin the bo vin e a nd hu m a n sequ e n c e sin the
m a xim al m atched align m e nt. Cystein r e sidu e s c o n s e rv ed
betw e e nthe bo vin e a nd hu m a n s equ e n c e s ar eindicatedby
triangle s.
V E G Fフ ァ ミリ ー 遺伝子群 の 構造 と党規
り1個多か っ た が (図3 C), ヒ トV E G F-C cD N A と比較 して ヌ ク
レ オチ ド配列で は86.9 %, ア ミ ノ 酸 配列 で は88.1 %の 相同性 を
有して い た . ウ シV E G トC は シ グナル 配列と 推定さ れ る20 ア ミ
ノ酸残基 を ア ミ ノ 末端側 に有 して い る こ と か ら , 分泌性タ ン パ
ク と考え ら れ た . N- グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部位 と 推定され る 配列
が3 ケ 所存在 し た (ウ シ ア ミ ノ 酸残基番号 176-17 8, 2 06-2 08,
241t243). ウ シ と ヒ トVE G F-C は, 36個 の シ ス テイ ン残基 が完
全に保存 され て い た (図3 C). ま た , m R N Aの 3
,非翻訳城 に5,-
U U AU U U A(U/A) (U/A)-3
'17)18)に類似 の 配列が2 ケ 所 (塩基番号
1607-1615, 1632-1640:8/9 一 致) 存在し た(図2B).
Ⅱ . ウ シ PIG F の分離 と構造
ウ シ PI G FcD N A は ポ リ Aを除く と14 72ヌ ク レ オ チ ドか ら な
5 00 10 00





CA C T G G C C G G C T A C G A G G G A G A G A G AG G A CC G GATCG C GCTGG GG CTCCTGA C C CG
CCC TC CC AG G GAC CC GC CT GCCC CA CG CCG CC CG GC CCC GC C GGA CT CT CT GC AT CA GCC
TT ACC TG CG G GG GCC TC C且GAA TCT CCAGG ACTT TCA GA GGT C TCAG GTCG CC CA CGG
GGAC CTCGG G GC AGC A GTGAG G GG GCAT CA GCTC CCATC CA AC TC CGGT CCTG CGC CA













C TG AGA AGA T G C C T 且 CCGT G A G A C TGTTC A C T TG CT T C C T GCAGC TC CT GA CG GG GC TGG 36 0
鱒 … 1 8
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TCTCC C T G A T G C G C T G C A C T G G C TGCT G C A G T G A T G A G AG C A T G C A C TG G T G C C C C T G G600
S L Z4 R C T G CC S D E S Z4 H C V P L E 9 8
A G A CAGCC AA C GTC AC CA TG CAGC T C A T G A AGT CC GCT TCT G G ACCAGC CCT TCTTT G 66 0
T A … ■ 凹 Q L M E Y R S 工｣ D Q P F F V l1 8
TGG AGAT G A G C T T C T C T C A G C AG TC CGCT G C G A G T GCA A AC CT C T A TGG GAGA G ATG A 720
E H S F S Q H V R C E C E p L W E E H K 1 38
AG CA AA CÅ AGGTG T G G TGA T A C TA TTCC CAG G G T AACCAGTC CTC GG ÅAGA GAGAGA 7 80
Q ワ R C G D で I S Q R ★ 1 49
CCC CCC ACA C C C A G C T C G T草P包丁 Ⅷ 払CCG TCA CG TT CT C A GT TACCT C C CTGCT G GC 8 40
ACCTG C C TqT 皐TTT A T T A G CCAA T TG TAT CC CT G CT GATGA C T CA C TC C∈竺C CA TG GG 9 00
ACA GGACCCTC AGG且 A TTCA GT GC CT TA A AC AG AA CG TGA GAGA AA GBLAG AC AGC CCA T 9 60
GTG GCTT CA GC TT GA GA AGG AG C 姐 G AC TTA CG GCTT TGT GAT GG CÅGGC CTGGCC CC A lO 20
GAGC CCGGGGG TC TC CAGGAGG CT GG AGAA G G Å且G GAC TG GA GA CC CA C A CTGCC C lO 80
TC CCG GAÅC CT TG GG CT CT GC GCAGACCA G C且A GC CTTGC T GG GGC AG CT CC TG GT G GAA l1 40
G TGGG GG GT GT GGA GC CC CT GCT CTGG A CC CT GGCC CT GCT GA GA GGTGGG C GG C 12 00
AGC C ACT CTGC AC CC CG G A GGTTG GA CGT TCAG CT CT G G AGA A CAG TG CT TGCCT G GG 12 60
GCCT CT GCC且 CTC CT CG TCCC C TCAG TCT CG CCT CACCT CT TA AC TG CT GC TTG TGCTGG 13 20
GAC A T TGT TC TT TGT G G C A AGGC AT CÅ T C ATC CT GCC C CT CT CA AGG ACA AAGG CA AA A 138 0
AGTG GG CC CC 姐 GCT GG AC ATG A GT GA GCTGC CC TC GCGTGG CTGC TGA CTGCCÅAG C 14 40
CAGA ℡でC℡C℡℡G郎皿鼠AA G℡且℡℡C ℡A G℡C TG C 148 9
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り , 149個 の ア ミ ノ 酸か ら な る タ ン パ ク を コ ー ドし て い た (図
4 B). ヒ トPIG F配列と の ホ モ ロ ジ ー は ヌ ク レオ チ ド配列で は
74.9 %, ア ミ ノ 酸配列で は75.2 % であ っ た . ウ シPI G F は 20ア
ミ ノ酸 の シ グ ナ ル 配列 をも つ 分泌性 タ ン パ クで , 成熟 タ ン パ ク
は129個の ア ミ ノ酸 か ら な る と推定 さ れ , 分子量 は1 7,09 4 と算
定 さ れ た . N- グリ コ シ レ ー シ ョ ン 部位と 推定さ れ る 配列が2 ケ
所存在 し た (ア ミ ノ 酸残基番号 33-35, 101- 03). ア ミ ノ 酸数は
ヒ トPIG F-1 と して報告 され た 配列
13)と 同 山 で , 9個の シス テ イ
ン 残基 の 位置は ウ シ と ヒ ト で完全 に保存 さ れ て い た (図4 C).
また , m RNA の 3'非翻訳城 に5'- U U A U U U A(U/A) (U/A)-3
,17)1n)
に 類似の 配列が 2 ケ所 (塩基番号80-808, 850-858: 8/9 一 致),
5
'
-(U/C) (C/U)C C C U-3
' 19)と d 致す る配列が 2 ケ所 (塩基番号
C
-20 +1
B ov土n e 叩 即 M p GⅣI SS EV E m F QQV WSR S
B m n 虹pVl任じ正 PCF LO mG uエ々 ÅVPpQOW AIS AGt柑SS m mFOE VW GRS
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
▼ ▼ ▼ ▼ ▼ ▼
Bo vin e YCR PVE R L V D I VSEY P S E トIE II L FSP S C V S L 比RCT G C C SDESMtl C V P L ETA
Hu m a n YC M RムV D V VSEYpS EV 脚 S pS CV 工｣ L RC 陀 C GDE Ⅳu 王 m A
★ ★ ★ ★ ★ ★ ず ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
B ovin e NV TM QL M K Y R SI. DOP F F VEM S F SQH V RC EC KP LW E K M KQT R ⊂G D T = SQR 129
tl u m a n N V T MQLLK T R S G D R P SYVELT F SQ甘V R C ECR PLREK MKP E R CGD AVPRR 12 9
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ナ ナ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ナ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
Fig. 4. Is olatio n a nd cha ra et riz atio n ofthe cD N Ae n c oding
bo vin ePI G F. (A)Sequ en cing str ateg yfor cD N Ae n c oding
bo vin ePI G F. (B) Nu cle otide a nd dedu c ed a min o acid
S equ e n C e S Ofthebo vin ePIG FcD N A. Nu cle otide re sidu es ar e




dir e ctio n,begin ning withthe Br･st 5
'
r e sidu e ofthelo nge st cD N A. Amin o a cidr
･
e Sidu e s a r e
n u mber ed begin ning withtheinitiato r m ethio nin e. Sequ e n c e
Ofthe putated signalpeptide a nd polyade nylatio n sign al
Sequ e n C e ar e u nde rlin ed. Po s sible N-glyc o sylatio n s equ e n ce s
a nd s equ e n c e s simila rto 5
'
- U U A U U U A(/ )(U/A)一3
'
a nd
S equ e n C e S5
'
-(U/C)(C/U)C C C U-3
'
ar edo uble-u nde rlin ed.
T he n u cle otide sequ e n c eha sbe e n submittedto the D D BJ,
E M B La nd Gen eBa nk with n u cle otide s equ e n c e a c ce ssio n
n u mbe rA B O O4 2 72. (C) Align m e nt ofthe a min o a cid
S equ e n C e S Of bo vin e a nd hu m a nV E G F- C. Amin o a cid
re sidu e s ar e n u mber ed begin ning with thefir st re sidu e of
Pr edicted m atu r eprotein . Sequ e n c e s ofthe putated sign al
peptide s ar e u nde rlin ed. Ide ntity of the amin o acidsequ en c e
with the bovin esequen c eisindic ated by asterisks. Cystein
residu es con served betw e nthebovin e and hu m a n sequ e n c e s
ar eindicated bytriangle s.
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＼ v E G租21
地 所 β･ a Ctim D
ヱ0 5 2.5 0
♂
V E G F･B且86
＼ v E G F. B 167
- V E G F- C
= pIG F
Fig･ 5･ RT P C Ra n alysis of V E G F, V E G F-B,V E G F-C a nd PI G FmR N Asin pericyte s･ Poly A
･
R N As血･O m micr o v as c ula rpe ricyte s, Which
had be e n c ult red unde r v ario u s o xy gente n sio n s, u nde r w e nt qu antitativ eR T PCR a n alysis a sde sc ribed u nde rM ate rials a nd Methods.
T he produ cts were ele ctrophor e sed o n2%agar O S egel, tr an Sfer red o nto nylo n m e mbr an e s, and hybridiz ed with
:12
p-e nd-1abeled pr obe
Spe CiBcto V E G F仏),/2 -a Ctin(B), V E G F-B(C), V E G F-C(D)and PIG F(E)m R N As.
2 0 5 2.5 0
〆
V E G摘 5
c
＼ v E G租2l
伽 β･ aCtim D
20 5 2.5 0
/ ＼
■
E G F- B l鋸
＼ l･E G F_ B 川7
- V E G F･ C
= pIG F
Fig･ 6･ R T- P C Ra nalysis of V E G F, V E G F-B, VE G F- C a nd PI G Fm R N Asin mic r o v a s c ula r e ndothelialc ells. Poly A
･
R N As fr o m
mic ro v a sc ula r e ndothelialc ells, Which had be e n c ultu r ed u nder vario u s o xy ge nte n sio n s, u nde r w e nt qu a ntitativ eR 71P C Ra n alysis as
de s c ribed u nde rM aterials and Methods･
′
m eprodu cts w e re electr ophores ed on2%aga r os egel,tr an Sfe rred o nto nylo n m e mbr an e s, a nd
hyb ridize swith
32p-e nd-1abeledpr obe spe ci丘cto V E G F(朗, β-a Ctin(B),VE GFLB(C), V E G F-C(D)and PI G F(E) mR N As.
V E G Fフ ァ ミリ ー 遺伝子群 の 構造 と発現
888- 93, 1278-1283) 存在した (図4 B).
Ⅳ . ウ シ網膜微小血管周皮細胞 に お ける V E G Fフ ァ ミ リ ー 遺
伝 子群の発現
正常酸素濃度また は低酸素状態で培養 し た ウ シ網膜微小血管
周皮細胞か らポ リ A
+
R N Aを分離 し, 上 記の 方法で RTIP C R反応
を行 っ た . そ の 結 果 , V EGFと と も に V E G F-B, V E G F-C,
PIGFすべ て の 特異 バ ン ドが検出 され た (国5). 各バ ン ドの 直接
シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り そ れ ぞ れ の バ ン ドが ウ シV E G F-B,
V E G F-C, PIG Fの 配列 を 有する こ と を確認 し た . V E G F はこ れ
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ま で の 報告 どお り6), VE G F1 65 と V E G F1 21 に由来す る2本の バ
ン ドが増幅さ れ た . V E G F-C は分離 した cD N A か ら予想さ れ た
348bpの バ ン ドが 増幅 さ れ た. VE G F-B は 分離 した オ ル タ ナ テ
ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ に よ る2種 の cD N A(V E G F-B 167, VE G F-
B 186) に対応す る2本 の バ ン ドが土馴囁さ れ た . PIG F でも2本の
バ ン ド (347bp と410bp) が増幅 され , うち鎖長の 短 い 方 は本研
究 で分離 した cD N A に対応 し, 鎖長の 長い 方 は ヒ トで PIG F-2 と
して報告され てい るオ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ン グに よ る バ イ
ア ン ト
ヱ1)に対応す ると 考え られ た.
Å 1 2 3 45
/ 599 b｡ 迅 且 2 3 4 5




/ 3 48 bp
｢
＼ co m
D 且 2 3 4 5
Fig･ 7･ Co mpetitiv eRTIP C Ra n alysis of V E G F fami 1y mR N As of bo vine pericyte s. Co mpetitiv eP C Rw aspe rfo r m ed a sdes cribed u nde r
Mate rials and Methods, andpr odu cts w e re a n alyz ed by2.5%aga ro s egelele ctr ophoresis a nd visu alized with S Y B Rgre e n. TheR TIP C R
pr odu ctde riv ed 血
■
O mthe co mpetitor(Co m)hasbe ende sign edto be slightly s m alle rthan mR N A-de riv edprodu cts, Ofwhich le ngth ar e
indicated･ (刃Co mpetitiv eR TIP C Ra n alysis of V E G Fm R N A. h n e sl-5repr e se nt:4･O ng ofpolyA
+
R N A 血･O mbo vine pericyte s with l)
9･5× 10
5
c opie s, 2)3× 10
5
c opie s, 3)9.5 × 10
4
c opies, 4)3× 10L-c opie s, 5)9.5× 10=～ c opies ofco mpetito rR N A, r e Spe Ctiv ely. (B)
Co mpetitiv eR T P C Ra n alysis of V EGF-B m R N A. hn esl-5r epre se nt:2 0ng ofpolyA
+
R N A 丑▲O mbo vin epe ricyte s with l)9.5× 10
■1
C Opie s,2)3× 10
4
c opie s, 3)9.5× 10
二i
c opie s, 4)3× 10
こぅ
c opie s,5)9.5× 10
2
c opie s ofc o mpetito rR N A, r eSPe Ctiv ely. (C)Co mpetitiv e
P C Ra n alysis of V E G FIC m R N A･ I.an e sl-5r epr e se nt:5 ng ofpolyA
+
R N A fr o mbo vin epe ricyte s with l)3 ×10
5
c opie s,2)9.5 ×104




c opies ofc o mpetito rR N A, re Spe Ctiv ely. (D)Co mpetitiv eRTIPC Ra n alysis of PIG F
mR N A･ I･a n e Sl-5repre s e nt:40ng ofpolyA
+
R N A 由･O mbo vin epe ricyteswith l)3× 10
J
c opie s,2)9.5× 10
:i





copie s,5)3×102c opie s ofc o mpetitorR N A, re Spe Ctiv ely.
Å 1 2 3･4 5















1 2 3 4 5
D 1 2 3 4 5













Fig･ 8･ Co mpetitiv eR T P C Ran alysis of V E G F fa mily m R N As of hu m a n mic ro v a sc ular e ndothelialc ells. Co mpetitiv eP C Rw a spe rfo r m ed
asde s cribed u nde rM ate rials and Methods, andprodu cts w e re an alyzed by 2.5%agar O Segelele ctr opho re si a nd visu aliz ed with S Y B R
gre e n仏, C, D) o rautoradiography (B). n e R TIP C Rpr odu ctde riv ed 血
･
O m the co mpetito r(Co m)ha sbe e nde sign edto be slightly
S m alle rtha n mR N A-de riv ed pr odu cts, Of which length areindicated. (朗Co mpetitiv eR TJP C Ranalysis of V E G FmR N A. h n e sl-5
r epre s e nt:40ng ofpolyA
+
R N A 血･O mhu m anmicr o v ascular endothelialcells with l)9.5×10
4
c opie s,2)3 ×10
4





c opie s,5)9.5× 102 c opies ofc o mpetitorR N A, re SPe Ctiv ely. (B)Co mpetitiveR T P CR analysis of VE G F-B mRN A. hnesl-5
repre s e nt:80ng ofpolyA
'









c opie s,5)9.5× 10
2
c opies ofc o mpetitorR N A, re Spe Ctiv ely. (C)Co mpedtiv eRTIP C Ranalysis of V E G F-C mR N A. Ⅰムn e sl-5
r epre s e nt:80ng ofpolyA
'
R N A 血･O mhu m an mic ro v a sc ular e ndothelialc e11s with l)3 ×10:一c opies,2)9.5× 102c opie s,3)3×10
2
c opie s,
4)95c opie s,5)30c opie s ofc o mpetito rR N A,r e SPe Ctiv ely. (D)Co mpetitiv eRTIP C Ra n alysis ofPI G FmR N A. La n e sl-5repre s e nt:10ng
OfpolyA
'
R N A 愈
･
O m hu m an micr o v a sc ular e ndothelialc ells with l)3× 10
6
c opie s, 2)9.5× 105 copie s, 3)3× 105 c opies, 4)9,5× 104
C Opie s,5)3× 10
4
copie s ofc o mpetito rR N A,r eSPe Ctiv ely.
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V E G FmR N A は, こ れ ま で の 報告 ど お り 低酸素 に よ り そ の
m R N A量が 増大 し, 約3倍 と な っ た . PIGF mR N Aも低酸素 に
よ り 増大傾向を示 し , 約2倍 に まで 増加 し た . こ れ に対 し ,
V E G F-B と V E G F_C の m R N Aレ ベ ル は低酸素状態で ほ と ん ど影
響を受けなか っ た .
Ⅴ
.
ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞に お けるV E G Fフ ァ ミ リ ー 遺
伝子群 の発現
ヒ ト皮膚微小血 管内皮細胞 でも, V E G Fと と も にV E G F-B,
V E G F- C, PI G Fの す べ て の 特異 バ ン ドが 検出 さ れ た (図6).
V E G F はこ れ まで の 報告 どお り
6)
, V E G F165 と V E G F12 1 に由来
する2本 の バ ン ド (319bp と42 0bp) が 増幅さ れ た . V E G F- C は
cD N A か ら予想され た409bp の バ ン ドが 増幅 され た . V E G F-B
お よ び曹I G F では , そ れ ぞれ2本の バ ン ドが 増幅さ れ た . V E G F-
B で増帽され た2本 の バ ン ド(395bpと496bp)は2種の m R N Aバ
1) アン ト ⅣE G F-B 16 7 と V E G F-B 186) に , PIG Fの 2本の バ ン ド
(3 21bpと3 84 bp) は オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ン グ に よ る バ イ
V E G F 16 5 1:
p l G f
■
1 4 9 1三
VE G ゼー B 167 1;
V E G F- C l;
V E G F 1 6 5
p lG F 1 4 9
V E G F- E 1 6 7
VE G F- C
V E G Fl (; 5
P IG F1 4 9
V EG F- B1 6 7
V EG F- C
V EG F 1 65
p lG F 14 9
V EG F- ヨ1 6 7
ア ン トPIG ト1 と PIG F ぜ1)に 対応 した .
ヒ ト微小 血管内皮細胞 で は , V E G F お よ び PI G Fm R N A は低
酸素 に反応 して m R N A量が 増大 し, そ れ ぞ れ 最大7倍, 6倍 に
ま で 増加 し た . 周皮 細胞 と は 異 なり , V E G F-B と V E G F-Cの
m R N Aレ ベ ル も低酸素状態 で 上 昇傾向を示 し, そ れ ぞ れ最大約
3倍, 2.5倍 に増加 した .
Ⅵ . 競合 P C Rに よ る VE G Fフ ァ ミ リ ー m R NA 各分子種 の
定量
血管細胞 に お け る V E G F, V E G F-B, V E G F-C, PI G Fm RN A
分子種の 存在量 を決定す る た め , 競 合ⅣトP C Rを行 っ た . 正常
酸素濃度で培養 した ウ シ網膜微小血管周皮細胞 お よ び ヒ ト皮膚
微小血管内皮細胞 より分離 し た ポ リ A
十
R N Aを用い て , 実験 方
法記載 の と お り競合P C Rを行 っ た . そ の 結果を国7, 8 と表3
に示す.
ヒ ト微小血管内皮細胞由来 ポ リ A' R N A 4 0ng を 用い た競合
R TIP C R に おい て V E G Fは 3× 10
4
コ ピ ー の 競合用標準 R N A存在
Table3･ Cop yn u mber ofV EGFfa mily mRNAsin hum an microv asc ular e ndothelialc ells a nd bovin eper lCyteS
Endothelialc e11 Pericyte
Copies/FLg POlyA
+ R N A Copies/c e11 Copies//Lg POlyA
+ R N A Copies′ce11
VEGF ､ 7.5 ×1 0
5 2 ､ 3
VE G F_B < ､ 3.8×10
4 < 0.1
V EGF_C < ～ 4 ×102 <0.0 0 1














Cop yn u mber ofe ach m RNA w as estim atedbyc o mpetit ve P C Rasdescribed underMaterials and Methods･
m m W Å工S
F E S G L G F S D T E P D A G E N KA Y AGfくE M
E EQムR SV S S V D E L H m Y p E m 比YX CQもR X G GWQHS 甲EQA N ℡Ⅳ 工R ワGE n X FA ÅÅH Y Nワ
▼ ▼ ▼ ▼
R P S C V p l 杜R C GG ⊂C N D E S
N----- - --
R------ - -
- E I I R S I DⅣE W R R で-
V EG F- C Q
V EG F 1 6 5 - -p
p lG F 1 49
V EG F- Bl (i7
V EG F- C A 且L
R E S A V K P D S P R P 工｣-一
計個 Ⅷ S 工エR R S l暦
章二三三二;ニー妄言芸三
憲二…
16 7 詠慧ム｡ま≡芸｡ ｡ p E K E も｡ 知 日｡｡｡ Ⅴ ｡去m F p S去｡ ｡ 摘 R 即 ｡ E N仰 Ⅰ｡ E R ℡｡ p 凹｡
V EG F- C p 上村p G R m C E C ℡E 甘PQX C F L R G R R FQHQ℡C S C Y R R p C m lR V X R C EQGIJ S F S E ℡V C R C V P S
Fig. 9. Align m e nt ofthe a min o a cids equ e n c e s of bovin e
V E GF, V E G F･B, V E G FIC and PIGF. Am ino acidr esidu e s ar e
n u mbe red begin ning with the負rstm eth io nin e. Bo x ed amin o
a cidsindic ateide ntical amin o acid$ With the V E G Fsequ e n c e.
Cystein re&idu e s c o n s e rv ed a m o ngthe fo u r s equ e n c e s ar e
indic ated bytriangle s. Da she sindic ate gapsin the m axim al
m atchedalign m e nt,
Fig. 10. Expre ssio n ofthe V E G F fa milyin v a sc ular endothelial
Cell$ a ndpericyte s.
V E G Fフ ァ ミリ ー 遺伝子群 の 構造と発現
下で m R N A由来 と競合用標準 R N A由来 の 増幅 バ ン ドが 等量と
な っ た こ と か ら , V E G Fm R N A量は …7.5 × 105 コ ピ ー hLgポ .)
A:R N A と推定 され た . 同様に , ポ リ A
+
R N A lOng を用 い た競合
RT-P C R に おい て PI G Fm R N A は, 9.
■5× 1 05 コ ピ ー の 競 合用標
準R N A存在下 で m R N A由来と競合用標準 R N A由来の 増幅 バ ン
ドが 等量 とな っ た こ と か ら , ～ 9.5 × 1 0
7
コ ピ ー ル g ポ リ A
■
R N A と推定さ れ た . VE G FIB お よ び は V E G FIC m R N A は両者 と
も80ngを用 い て も定量域以 下 で あり, そ れ ぞれ ､ 3.8 × 10
4
コ
ピ ー お よ び ～ 4 × 102 コ ピ ー 〃Lg ポ 1) A十 R N A 以下 と 推定 さ れ
た.
ウ シ微小 血 管周皮細胞由来ポ リ A
+
R N A 4 0ng を月弓い た 競合
RTIP C R におい て V E G Fm R N A は, 3× 10
4 コ ピ ー と9.5× 10
Jlコ
ピ ー の 競 合用標準 R N Aの 間で m R N A由来 と競合用標準 R N A
由来 の 増幅 バ ン ドが 等量 と な っ た こ と か ら, ､ 2.4 × 10
fi
コ ピ
ー hJg ポ リ A
十
R N A と推定 さ れ た . 同様 に , ポ 1) A
+
R N A 2 0ng
を用 い た競合R TIP C R にお い て V EGF-B m R N A は, 3 ×10
こ一
コ ピ
M と9.5× 102 コ ピ ー の 競 合用標準 R N Aの 間で m R N A由来 と競
合用標準 R N A由来の 増幅 バ ン ドが 等量 とな っ た こ と か ら , ､
1.2 × 10
5
コ ピ ー 〃1 g ポ リ A
+
R N A と推定 さ れ た . ポ 7) A
I
R N A
20ngを用 い た 競合R T-P C R に おい て V E G F-C m R N A は, 9.5×
104コ ピ ー と3 ×10
4
コ ピ ー の 競合用標準 R N Aの 間で , m R N A由
来と競合周標準 R N A由来の 増幅 バ ン ドが 等量 と な っ た こ と か
ら,
～ 1.2 × 10
7
コ ピ ー hjg ポ リ A十R N A と推定 さ れ た . ポ リ A十
R N A40ngを 用 い た 競合 R T-P C Rに お い て PI GF m R NA は ,
9.5× 10
2
コ ピ ー の 競 合用標準 R N A存在下 で m R N A由来と競合
用標準 R N A由来 の 増幅 バ ン ドが 等量 と な っ た こ と か ら , ～
2.4× 1 α-コ ピ ー //ノg ポ リ A
t
R N A と推定 され た.
考 察
実際の 血 管新生 の 場で ある 微小血管 は , ¶二種頼 の 細胞 の み
(血 管内皮細胞と 血 管周皮細胞) か ら構成 さ れ て い る . 著者が 用
い た血 管細胞の 培養の うち, 周皮細胞 は ウ シ 由来で あり, こ れ
まで に ウ シ の V EG FIB, V EGF-C, PIG Fの 配列は 明 らか に され
て い なか っ た こ と か ら, まず こ れ ら の 配列 を 明ら か にす る ため
ウ シ心臓由来cD N A ラ イ ブ ラ1) M よ りV E G F-B, V E G F-C, PIG F
の各cD N Aの 分離 を行 っ た . そ の 結果, 各囚f･ の 全長 を コ ー ド
する cD N A が得ら れ た (図1q4). ウ シV E G F-B, V E G F-C, PIG F
は
, ウ シ V E G Fの ア ミ ノ 酸残基番号38-138の 領域 に相当す る禎
城で , そ れ ぞ れ 約33 %, 44 9() , 55 %の 相同性を示 した(図9).
今 回得 られ た ウ シ V E G F-B cD N A は18 8個の ア ミ ノ 酸 か ら な
る タ ン パ ク を コ ー ドし て おり , 成熟 型蛋羊lは 167ア ミ ノ 酸か ら
なる と推定さ れ (図1B), ヒ ト V E G トB 167 に対応す る こ と か ら
こ の タ イ プ を ウ シV E G F-B 1 67 と命名 し た . ま た , 塩基配列 を
決定 した 全4個の うち1 クロ ー ン は, ウ シ V E G F-B 167の 塩 基番
号502 と 50 3の 間 に10 1bp の 挿入 配列 を有 して い た( 図2). 本
CD N A は, 開始 コ ド ン を含ま な か っ た が , V E G F-B 167cD N A と
同 一 の 開始 コ ド ン か ら は じま る と仮定す ると , 207個 ア ミ ノ 酸
から なる タ ン パ ク質を コ ー ド し成 熟型 の 蛋白質は186 ア ミノ 酸
か ら な る と 推定 さ れ た(図2). こ の タ イ プ は , ヒ ト V E G F-
B 1 8 61 n に 対応す る こ と か ら , ウ シ V E G F- B 186と 命名 し た .
Ⅵ王G F-B 167は C 端領域に塩基性ア ミ ノ 酸 ク ラ ス タ ー を4ケ 所有
して お り (図1B), 細胞外 マ トリ ッ ク ス あ る い は細胞表面上 に
存在する ヘ パ リ ン 様分子 に強固に結合す る と考え られ る. こ れ
に対 し, V E G F 186の C 端領域 に は 塩基性 ア ミノ 酸 の ク ラ ス タ
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岬 は1 ケ 所 しか 存在せず(図2), ヘ パ リ ン様 分子と の 結合能を
有す る と推定 され る が , より遊離 しや すい と考えら れ た. こ の
性 質の 遠い は , V E G トBの バ リ ア ン ト の 生理機能, 活性発現調
節を明らか に して い く上 で 重要であ ろう.
ウ シV E G F-C cD N A は420個の ア ミ ノ 酸か ら な るタ ン パ ク を
コ ー ドし て い たが (図3B), V E G F との 相同領域 はV E G F-C前駆
体 の 約1/3 であ っ た (図5). 最近 V E G F-C が活性を獲得す るの
に 翻訳後プ ロ セ シ ン グが 重要な役割を果た して い る こ とが 報告
さ れ て お り22), 本研究で 明ら か と な っ た ウ シ配列 は予想 さ れる
プ ロ セ シ ン グ部位 (ウ シ 配列 ア ミ ノ 酸 残基番号 103/1 04,
1 12/113, 228/229) が 完全に保存 され て い る こ と か ら , ウ シで
も同様 の プ ロ セ シ ン グ を受けて活性を有する成熟型の V E G F-C
が 生成さ れ る もの と考えら れ る.
本研 究で 分離 さ れ た ウ シPIG FcD N A がコ ー ドする 蛋白 は,
14 9個の ア ミ ノ酸 か ら なり(図4 B), 配列中に 塩基性 ア ミ ノ 酸の
ク ラ ス タ ー を持た ず遊離塑の タ イプ と考えら れ , ヒ トPIGF-1
Ⅰ:り
に相 当 した . PI G Fに はt オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ に よ
っ て生 じ たC端領域 に塩基性ア ミ ノ 酸の ク ラ ス タ ー を有する バ
リ ア ン ト(PI G F-2)2 1)の 存在が 報告され て い る が , ウ シ 心臓由来
cD N A ラ イ ブ ラ リー か ら は こ の タイ プ は分離 され ず, ウ シ心臓
で は遊離型の タ イ プ の 党規が 主と考え られ た .
血 管新生 を誘導する最も主要な要因 は組織の 局所的 な低酸素
状態 であり, 血 管細胞 でも低酸素に より , V E G Fm R N Aの 顕著
な増大 が起 こ る(i 卜 1り). 低酸素に よ る V E G Fm R N Aレ ベ ル の 上 昇
は , m R N A分子の 安定化が大き な役割 を果たす こ と が明 らか に
さ れ て おり2), 最近, V E G FmR N Aの 3
'
非 翻訳域 の アデ ニ ル 酸/
ウ リ ジル 酸豊富領域2ケ 所と ビリ ミ ジ ン豊富領域1 ケ 所 に低酸
素 に よ り誘導さ れ る 因子が結合 し m R N Aの 安定性が増大する こ
と が 報告 さ れ た 2:り . ウ シV E G Fm R N A5)の 3'非 翻訳域 に は ,




1 7 … )
に 類 似 の 配列 が 3 ケ 所 (塩基箇月
･1 4 81-1 4 89,
1498-1 506, 1 527-153 5), 最近チ ロ シ ン 水酸化酵素 m R N A で同
定 さ れ た低酸素 に よ り誘導 され る m R N A結合因子の 結合配列
【5
'




りと 一 致す る配列が1 ケ 桝 (塩基番号
1 14 ト1146) 存在し てい る. V E G F-B, V E G F-C, PI G Fm R N Aの
3
,
非 翻訳城 にも こ う い っ た配 列 に 碩似 し た 配列が認 め ら れ た
(図1B, 3 B, 4 B) こ と か ら, V E G Fフ ァ ミ .) - の 他 の 囚 ナの
皿 R N Aも低酸素に より調節を受 け る 吋能性 が考え られ た .
次 に, 血 管細胞で の Ⅵ‡G Fフ ァ ミ リ ー の 発現を 研明す る た め,
今回明 らか に した ウ シ配列と 純告さ れ て い る ヒ ト配列 をもと に
プ ライ マ ー を作製 し様 々 な酸素濃度 卜で培養し た微小 血 管周皮
細胞 と徴′ト血 管内皮細胞より分離 し た ポ リ A
十
R N A を月Jい て
R T-P C R法 を行 っ た . そ の 結 果, 周皮 お よ び 内皮両祁胞 で
V E G Fフ ァ ミ リ ー の す べ ての m R N A が検出さ れ た(図5, 6). 周
皮細胞 で は , V E G F およ びPIG FmR N A が低酸素 によ り増加を
示 した の に対 し , VEG F-Bと V EG F-Cの mR N Aレ ベ ル は 低酸素
状態 で ほと ん ど影響 を受けな か っ た(図5). ま た , 内皮細胞で
は, V E G F およ びPIG Fm R N A はもと より, V E G F-B と V E G F-C
の m R N Aレ ベ ル も低酸素状態で増加を示 した(図6). ごく最近,
Enholm ら24〉は , ラ ッ トC 6 グ リ オ ブ ラス ト
ー マ 細胞株 で V E G F-
C mR N Aの 構造不明の マ イナ ー な バ リ ア ン トが 低酸素に より誘
導 さ れ るが V E G F～ Cの 主要な m R N A お よび V E G F-B m RN A は低
酸素 の 影響を受けない こ と , ヒ トIM R-90繊 維芽細胞株で は
V E G F-B, V E G F･C mR N Aと も低酸素 の 影響を受けない こと を
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報告 し た . 内皮細胞, 周皮細胞 と C 6 グ リオ ブ ラ ス ト
ー マ 細胞
株 , I MR-9 0繊 維芽細胞株 で の 低酸素 に対 す る V E G F
- B･
V E G F_C の m R N Aレ ベ ル の 動態 の 遠 い の 機構 は 現在 の と こ ろ
明 ら か で は な い が , 細胞 種の 遠 い ある い は m R N Aの 3
'非 翻訳
領域 に存在す る ア デ ニ ル 酸/ウ リ ジル 酸豊富領域や ビ リ ミ ジ ン
豊富領域の 数や 性質の 差 に よ る もの か も知 れ な い ･ V E G F-B,
V E G FhC, PI G F各遺伝子 の 転写調節領域の 構造 と機能 の 詳細
は い ま だ明 ら か で は な い が , mR N Aの 3
,非 翻訳領域 に よ る 制
御 に加え て遺伝子 の 5
,
転 写調節領域 に存在す る低酸素誘導性
因子 (hypo xiaindu cible fa cto rlα , H IF
-1α)
25)お よ び HI F-1α
横 国子(HIF-1α -1ike fa ctor, H LF)
26)結合 配列 の 有無が各因子 の
低酸素 に対す る反応性 の 違 い を 生ん で い る 可能性も考え られ
る .
さ ら に, 血 管細胞 で発現 して い るV E G Fフ ァ ミリ
ー の m R N A
畳比を明らか にす るた め , 競合P C Rを行 っ た(図7, 8). そ の 結
果, ヒ ト微小血 管内皮細胞 と ウ シ微小血管周皮細胞 に存在す る
V E G Fフ ァ ミ リ ー の m R N Aの コ ピ ー 数 は 表3の よう に算出 さ
れ , 通常酸素濃度 下 の ヒ ト微 ′ト血 管内皮細胞 で は PI G F が最




5個 の 細胞 に相当する こ と か ら ･ 細胞 あた りお お
よそV E G F 2､ 3分子お よ びPI G F 300分子 の mR N A が存在 して
い ると 推定さ れ た . 内皮細胞 の V E GFIB と V E G F-C は, R T P C R
で検出 さ れ る が 定量 P C R で は両者 とも定量範囲 以下 であり ,
そ れ ぞれ 細胞あたり1分子以下 で 内皮細胞の
一 部の み が V E G F-
B とV E G F_Cを産生 して い る もの と 推定され た . ま た , 通常酸
素濃度下 の ウ シ周皮細胞 で は V E GF･C が最も多く産生 され て い
る こと が 示 さ れ た . 血管周皮細胞 の ポ リA
+
R N A l/∠g は 約2 ×
105偶 の 細胞 に相当す る こ と か ら , 周皮細胞 で は 細胞あたり お
お よ そV E G F 12分子 , V E G F-B l分子 , V E G F- C 6 0分子 の
m R N A が存在して い る と 推定 され た . また , 周皮細胞 の PI GF
は細胞あたり1分子 以 下 で , 周 皮細胞の 一 部 の み が PI G F を産
生 して い る もの と考えら れ た.
現在の と こ ろ V E G F-B, V E G Fq C, PI G Fの 生 理機能 は未 だ明
確で は ない が , V E G F-C は, その 主要 な受容体であ る Flト4 が リ
ン パ 管内皮細胞 に特異的 に発現する こ と か ら , リ ン パ 管内皮細
胞 に特異的 に作用す る と考えら れ て きた 27)28). し か し な が ら ,
本研究 にお い て 周皮細胞が VEGF の 約5倍 の V E G F-C m R N A を
発現 し て い る こ とが 示 され た こと(表3), 円仁4受容体 は微小 血
管内皮細胞でも発現が認 め られ る こ と7 卜
9)ま た翻 訳後修飾 に よ
り産生 さ れ た VE GF-Cが培養細胞を伺い た 実験で内皮細胞上 の





V E G F- C は 血管内皮細胞 にお い て も重要な機能を担 っ て い
る こ と が 考え ら れ る . また , PI G F は Flt-1受 容体 に作用す る と
され て き た が , 最近V E G F と PI G F がヘ テ ロ ダイ マ ー を形成 し
Edr受容体 にも作用 して 内皮細胞増殖を促進す る こ と が 報告 さ
れ た2
9)
. 本研 究 に お い て微小血管内皮細胞が VEG Fの 約100倍
の PI G Fm R N Aを含 ん で い る こと (表3) が示 され た こ と は ! 血
管内皮細胞 で産生 さ れ る V E G Fの多く が PI G Fと の ヘ テ ロ ダイ
マ ー と して分泌され る 可能性を示唆 してお り , 低酸 素 に よ る内
皮細胞 の 増殖促進 が V E G F アン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドの
み なら ずPIGF アン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドで も ほ ぼ 完全
に抑制 され る と い う観察(野村 ら , 未発表 デ ー タ) に 合致す る
と考え られ る. V E G F｣Ⅰ∋は い ま だ そ の 受容体が 同定 され て い な
い が , 血 管 内皮細胞 に作用 して D N A合成を促進す る こ と が 報
告 され て い る
11)
.
vEG F-B は内皮細胞 と周皮細胞 で同程度 の 発
現が認め ら れ た こ とか ら, 血 管細胞 で の 機能 が注 目 さ れ る .
本研 究 で , 血 管 細胞自身 が V E G Fの み な ら ず V E G F- B,
V E G F-C, PIG F を発現 して い る こ とが 示 さ れ た こ と か ら, こ れ
ら因子もV E G F と ともに オ ー トク リ ンま た は パ ラ ク リ ン に血 管
細胞自身に作用 して い る可 能性 が考え ら れ た(図10). 今後血 管
機能 の 恒常性維持 や 血 管新生 の 機構を明 ら か に して い く うえ
に , こ れ ら V E G Fフ ァ ミ リ
ー の 機能 の 解 明が 必須 と考え られ
る .
結 論
1. 本 研究 に よ り, V E G Fフ ァ ミリ ー に 属す る 新 し い メ ン バ
ー
, V E G F-B, V E G F-C, PI G Fの ウ シ cD N A とこ れ ら が コ
ー ド
す る蛋白の 構造が 初め て明 ら か と な っ た .
2. ウ シ網膜微小血管周皮細胞 と ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞
で の V E G Fフ ァ ミリ ー の 発現をRT P C R法 に より検討 した結果,
両 細胞種で V E G F とと も にV EGF-B, V E G F-C, PI G Fす べ ての
m R N A が検出 され た . 血 管新 生 の 主賓因であ る低酸素 に よ っ て
周皮細胞で は V E GF mRNA と PI G Fm R N A が, 内皮細胞で は4
m R N A分子種す べ て が 増加 し た .
3. 競合 P C R法 に より , 徴′ト血 管内皮細胞 にお ける m R NA量
比 はPIGF ≫V E G F > V E G F-B, V E G F-Cの 順 に高く各 々 細胞あ
たり約300分子, 2 ､ 3分子, 1分子 以 下 と算定 さ れ た . 周皮細
胞 で はV E G F-C(60分子/ 細胞)> V E G F(12分子/ 細胞)> V E G FL
B(1分子/ 細胞)> PIG F(1分子 以 下/ 細胞)の 順で あ っ た .
以上 より , 微小 血 管細胞自身が V E G Fの み な ら ずV E G F-B,
V E G F-C, PIG Fを産生 し て い る こ と が 明 らか と なり , こ れ らの
因子もV E G F とと も に オ ー ト ク リ ン また は パ ラ ク リ ン に血 管細
胞自身 に作用 し, 血 管 の 恒 常性維持や 血 管新 生 に 関与 して い る
可 能性 が考え られ た.
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Stru cture and Expressio n of V E G F Fa mi ly
- Is olatio n of Bovine cDNAs En coding V E G F･ B,V EGF･ C a nd PIG F,
and Qu a ntita iv eAnalysis of T heir Expre s sio nsin Mic r o vas cular Endothelial Cells and Pericytes
~ X iaox u Liu,
Departrnent Of B io che mistry, Scho olof Medicin e, K
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Key w ords vascula rendothelialgro wth fa cto rfa mily, mic ro v as cular e ndothelialc ells, PerlCyte S, hypoxia, CD NA clon lng
A bstra ct
As afirst step tow a rd the elucidatio n ofthe e xpre ssio n a nd func tion of n e w m e mbe r so
fthe VE G F fami 1y, the a utho r
is olated the bovine cD N As e nc oding V E G Fq B, V E G F- C and PIG F fro m the bo vin ehe a rt-de riv ed cD N A libr ary･ (1) T he
bovin eV EG F- B cD N A, Which w a sna m ed asV E G F-B167, e n C Oded 1 8- a mino a cidpr otein c o n tain lng 21- a mino a cidsign al
s equ e n c e･ T he n u cle otide and dedu ced amino acid s equen c e softhe bo vine a nd hu man cD N As sha r ed 9 3･7 % a nd 9 3･6%
s equ e n c eide ntity, reSPe Ctively･ A splic evaria nt en coding m atu reV E G F
qB of 1 86a min o a cids w as als oisolated･ (2)T he
bovine V E G F- C cD N Ae ncoded 42 0- a min o a cidpro tein c o ntainl ng 20- a min o acidsignal s equ e n c e･ T he nu cleotide alld
deduc ed amin o acidsequ e nce sof bo vin e and hum a n cD N Assha red 86･9 % a nd 8 8･l % s equ e n c eide ntity, reSPe Ctiv ely ･ (3)
T he bovin ePIGF cD N Aen c oded 14 9- amino acidpro tein co ntainl ng 2 0- a mino a cidsign al s equ e n c e･ T he nu cleotide a nd
dedu ced a mino a cids eque n ce sof bovin ea nd hu man cD N As sha red 7 4･9 %a nd 7 5･2% sequ e n c eide ntlty, re SPeCtiv ely･ Ne xt,
bovin e retinalpen cyte sa nd hu m a nder mal micro v a sc ula r e ndothelial c ells w e re c ultu red u nde r v ario u s o xy ge nte nsions, and
s ubjected to the a n alysis of expresio n ofthe V E G Ffa mily ge n e sin the s e c ellty pes･ Quantitative r ev erse tr a n s c riptio n-
polymera s echain reactio n a nalysis dem o n stratedthatboth c ells pos ses s not only V E G Fm R N A butals o V E G F
- B, V E G F- C
a nd PI G Fm R N As. To quantifythe am ou nt ofe ach m R N Aspecie s, the a uthor c o ndu cted c o mpetitive P C Ru sl ng m R N As
fro mhum an microvascular endothelial cells a nd fro mbovin epe rlCyteS C ultu r ed u nde r nor m o xia･ T he co mpetitiv eP C R
established thatl/∠g POlyA
+
R N Afrom the e ndothelial c ells contains about ～ 7･5 × 1 05 m ole c ule sof V E G Fm R N Aa nd ､
9.5 × 1 0
7
m ole c ule sof PI G Fm R N A, and V E G F- B a nd Cm R N As belo w quantitativ ele v el(1essthan ～ 3.8 × 1 0
4
c opies a nd
～ 4 × 10
2
c opie s小g polyA
十
R N A, r e SPe Ctiv ely)･ T he c om petitiv eP C Rals o sho w ed thatlFLg POlyA
+
R N A fro m the pe ricyte s
c ontains ～ 2.4 × 1 06, ､ 1.2 × 10
5
,
～ 1 .2 × 1 0
7
a nd ～ 2･4 × 1 0
ヰ
copl e S Of V E G F, V E GF
- B, V E G F- C and PIGF m R N As,
respe ctiv ely･ T he s e r e s ultss ug ges t thatthe me mbers ofthe V E G F fa mily play l mPO rta nt r Ole sin the ho m e o stasis ofthe
mic rov a s c ula r syste m a nd in a ng1 0ge n eSisin aut oc rin e a ndpar a Crin e m a n n er s･
